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NOTE PRELIMINAIRE SUR LE SANG DE PROTOPTERUS ANNECTENS
(OWEN, 1839)

Par Jaequeline Prissis.

Des recherches sur le sang de Protopterus annectens ont déja
été faites, mnais vu la difficulté de se procurer eet animal, les travaux
ont surtout porté sur 'étude de coupes histologiques faites dans du
matériel conservé. Je dois a Uobligeance du Professeur Moxon
d’avoir quelques individus vivants expédiés par avion, a see, dans
des boites en fer pereées de trous et contenant quelques plantes
humides. Ces animaux sont d’une grande résistance et aneune perte
n'est & signaler malgré les blessures et 'infection que présentaient
quelques individus a larrivée.

Un des Protoptéres de petite taille (25 ¢m) avait sur le dos une
plaie infeetée de 8 sur 3 ¢m dans sa partie la plus large. l.’animal
a été traité par de '’hydroxymereuridibromofluoreseéine t. La peau
s’est détachée de l'animal, laissant les museles a vif. Malgré de
nombreuses prises de sang et nne alimentation nulle, il a survéeu.
I.’observation de son sang m’a permis de noter une évolution inté-
ressaute an eours de la guérison de sa plaie.

Ces Protoptéres sont dans de I'eau entre 25 et 300 C et ils sont
nourris avee des vers rouges et de la viande.

Prises de sang : Etant donné la taille des Protoptéres et leur résis-
tanee, il est possible de prélever, sans danger, du sang ehez un méme
individu, & intervalles plus ou moins rapprochés. Nous avons
procédé a des prises intracardiaques sans anecunes préeantions spé-
ciales. 1aiguille est enfoucée ventralement, légérement au-dessus
du niveau des nageoires pectorales et le sang est recueilli directe-
ment dans un verre de montre paralliné. Sauf dans un cas patholo-
vique ou le sang a coagulé instantanément, il n'est pas néeessaire
d’employer d’anticoagulant, la dilution et les frotuis étant effectués
trés rapidement.

I ’appareil a contention employé cst un morceau de pneu de
bieyelette. l’animal est enveloppé dans nn linge ponr éviter au
mucus de le rendre trop glissant. L’animal préseute une réaetion de
défense : agitation, qui se termine par une expiration brnyante,
généralement suivie d’une sorte de syncope. Pendant la prise de

1. 1I est d'usage dans une note scientifique de ne pas cmployer le nom des spé-
clalités sous lequel ce produit est vendu communément.
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sang, 1l ne présente aucune réaction ¢t retrouve son aetivité habi-
tuelle dés qu'il est libéré.

Nous avons pu eonstater plusieurs fois, aprés la prise de sang,
aussi bien sur I'animal dont certains mnscles étatent a vif que sur les
parties peu pigmentées d'individus sains, une mtense vasculari-
sation passagére des eapillaives superfierels.

La quantité de sang prélevée est généralement minime : 3 & 4
gouttes. Pour une étude de 'hémoglobine par électrophorése, jai
prélevé environ 1,5 il sur un animal de 450 g. sans que eelui-ci
présente aucun signe pathologique.

Pour que la prise de sang soit bien réussie, il faut que les mouve-
ments du eceur soient déeelables aux battements de Iaiguille, le
sang coule alors assez rapideinent. S'il en est autrement, Paiguille
n'est pas exactement daus le ceeur et le sang ainsi recueilli n’est pas
pur. Des numérations faites dans ce cas donnent des résultats
Jusqu'a 6 fois inférieurs a la normale. La premiére goutte de sang
w'est pas utilisée ponr le comptage.

Formule sanguine : lmmédiatement apreés la prise de sang, une
dilution est faite, au 1/2008, daus une pipette de Fiessinger, avee le
liquide de diliution suivant :

chlorure de magnédsinmi. ... oo oLl 1 g
citrate de potassium...... e 0,2 g.
bleu de méthyleéne........ e 0,05 g.
formola 0% ............. B 0,5 ml.
eau distillée.. .. .. e e ... 100 ml.

Les déeomptes d'érythrocytes ont été faits avee la cellule de
Fiessinger. A cause de la taille de ces eellules (Cuanry et Lovver,
1939-1940) et de leur petit nombre, comparé 4 ceux du sang hinmain,
il n'est pas possible d’employer la mméme méthode de comptage.
En effet, le nombre des érythrocytes contenu dans les petits rectan-
gles de la cellule est trés minime. Nous avons adopté de eompter tous
les éléments contenus dans la partie quadrillée de la cellule, sort
dans 1 mm3 du mélange.

Le nombre d'érythroeytes ainsi compté est de Iordre de 6 a
700, quantité sullisante pour unc bonne approximation. Pour con-
naitre le nombre d’érythrocytes par mm?® de sang, il suffit de munl-
tiplier le ehiflre obtenu par la dilution, soit 200,

De nombreux décomptes, faits sur plusieurs individus, permet-
tent de donner un chiffre moyen de 120 a 130.000 érythroeytes par
min3 de sang. Ces chiflres sont des moyennes, dont certains résultat.
sont assez éloignés (90 a 160.000). 1 reste done a préciser les varia-
tions de formule en fouction de I'état physiologique qui dépend
de nombreux facteurs : heures de la journée, alimeutation, erois-
sance, salsons, cnkystcmcnt, ete...
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L’habitude nous a permis d’obtenir dans ees numérations des
résullats eonstants pour un méme échantillon de sang, avee le
mélange d’'une seule piquette ou eeux de deux pipettes différentes.

Lixemple : 10 juin 1958,

pipette T : 114,000 et 118.000 érythroeytes/mm?
pipette If : 115.000 et 116.000 » »

Précautions : La taille des érythroeytes et leur grande vitesse de
s¢dimentation dans la cellule permet d’effectuer la numnération sans
attendre. On sait qu’avee le sang humain, il est néeessaire d’attendre
quelques minutes pour que la sédimentatlion soit opérée dans la
cellule. Toutefois, les précautions habituelles doivent étre prises :
bien agiter la pipette pour homogénéiser le mélange avant de remplir
la cellule, vérifier si la répartition est bonue dans toutes les parties
de la cellule ct il est bon de faire au moins deux complages par
¢chantillon.

En ee qui councerne le nombre des leucocyles, des essais de pumé-
ration ont été faits avee les mémes techniques que pour le sang
humain : lyse des hématies, dilution au 1/10€, Mais les noyaux des
¢érythrocytes lysés génent le comptage et les résultats n’ont pas été
satisfaisants. Aussi des numérations ont été faites dans les mémes
conditions que pour les érythroeytes. Il semble qu’un individu
normal ait de l'ordre de 2.000 mononucléaires par mm?® (leucocytes
moins les granulocytes), mais le petit nombre de ces éléments
eomptés dans 1 mm?3 du liquide de dilution (1/200) ne permet aucune
précision. Le nombre des granuloeytes est infime chez un tel animal,
et ne peut étre évalué par cette méthode.

Etudes swr frottis : 1. Sang normal. Des frottis ont été faits et
colorés par la inéthode de May Griinwald-Giemsa. La nomenclature
des cellules est une chose délicate. Drzrwina dans sa these (p. 156)
déclare qu’il est unpossible de différencier les lymphocytes des
mounonucléaires dans le sang des lchthyopsidés. Trés récemment
(1956), Jaxowsxa souligne la confusion ui caractérise la termi-
nologie de P'hématologie des poissons et passe en revue les nomen-
elatures cniployées par les différents auteurs. JorpaN et SpripDEL
(1931) chez Protopterus aethiopicus distinguent comme cellules
widires les petits lymphoeytes, analogues & ceux décrits par Cuampy
el Louver (1939-40) ehez Protopterus annectens. Mais les monocytes
ne semblent pas correspondre aux mononueléaires; petits el moyens
de Pouvrage de Cuoamey.,

Quant a la sériec granulocytaire, elle est particuliérement bien
représentée chez le Protoptére, simon en nombre, du moins en
variété.

Il y a les granulocytes basophiles, caractérisés par des granu-
lations violet foueé an May Griinwald-Giemsa.



Les deux travaux antérieurement cités assintlent aux polynu-
cléaires neutrophiles des vertébrés supérieurs, des granulocytes a
petites granulations éosinophiles, rouge vineux par le Romanowski,
dont le noyau est tri- ou tétra-lobé. « Ce qui nous confirme dans
cette idée, dit Cmampy, c’est qu'il existe des cosinophiles vrais,
d’ailleurs fort rares, dont I'homologie avee ceux des Mammiféres
s'aflirmne par les caractéres suivauts : rareté considérable, noyau
en S ou en C, moins lobé que ceux des neutrophiles ; granulations
trés grosses, trés acidophiles, trés réfringeutes. » Pour Jorpax,
les granulocytes a petites granulations sont les « granmloeytes
¢osinophiles spéciaux ».

Stepuan (1906) a étudi¢ I'évolution des cellules a granulations
¢osinophiles du tissu lymphoide du Proteptére. 11 a constaté qu’en
période active les cellules a granulations ¢osinophiles sont plus
nombreuses qu’aprés Uenkystement. Quelques temps apres le réveil,
les granulations apparaisseut. Done il y a élahoration des granula-
‘ions seulement en période active, consomnation en tout temps.
Les granulations apparaissent puis grossissent ct scmblent se dis-
soudre dans la cellule. 11 s’agirait pour lui des mémes cellules a des
stades différents.

Adoptons ici la nomenclature de Cuaney et Louvver @ série hya-
line : lymmphocytes et mononucléaires, série granuleuse : éosinophiles,
basophiles. ID’unc facon générale, dans un sang normal de Protop-
terus annectens, le nombre des polynucléaires est trés réduit par
rapport a celui des cellules de la série hyaline : soit une moyenne
de 4 a 10 25 pour 96 a 90 %, de lymphocytes ¢t mononucléaires 1.

2. Etude de variations dues & des changemeuts d’activité physio-
logique on a des cas pathologiques.

Jorvpax et SeeipeEr ont étudié les organes hématopoiétiques
¢t le sang cireulant de Protopterus aethiopicus. Plusieurs individus
out suhi une « estivation » : ils ¢lalent placés dans des boites eonte-
uant de la terre humide, sans nourriture, pendant une durée de
temps variant de 2 mois a 427 jours. Certains out été sacrifiés
aussitot apres le réveil, sans avoir repris auparavant une vie active.
Ceux qui ont été remis dans I'eau (a part un exemplaire qui a été
sacrifié trés rapidement) sont lous norts des suites d’une infeetion
ou ont été sacrifiés alors quils étaient atteints de cette méme
infection superficielle.

Ces auteurs signalent, quaprés la période d’estivation, le sang
contient un grand nombre de granulocytes dégénérescents, aussi

1. Nous n'avons noté veolontlairement ici aucune numération de lhromboceytes, celle-
¢i n'ayant aucune signification sur frottis ni dans les liquides de dilution ordinaires &
causc de la propriété de ces cellules de se rassembler, empéchant toule répartition
correcte.
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bien les éosinophiles que les ¢osinophiles spéciaux. Dans le sang
d’un animal atteint d'infcetion a son retour a la vie active, ils cons-
tatent des monocytes et des macrophages nombreux et actifs a
ingérer les débris spécialement d’¢osinophiles (p. 342).

Ces observations sont & rapprocher de celles que nous avons
faites sur le sang d’'un Protopterus annectens signalé plus haut et
qui a présenté une plaie infectée. Son sang avait un taux consi-
dérable d’éosinophiles : 40 & 50 % (du nombre total de leucocytes)
dont la plupart étaient en état de dégénérescence. Nous n’avons pu
nous-méme constater I'augmentation du nombre des éosinophiles
puisque l'animal est arrivé malade. Ces cellules présentaient des
granulations énormes, trés pales, comme dissoutes, les contours
de la cellule étaient fragiles et le noyau diffus, homogéne, treés
péale et parfois compléetement absent (fig. 20, Jorpan). Suivant
légérement cette poussée d’éosinophiles, vint I'apparition de macro-
phages eontenant des débris d’éosinophiles.

Lorsque la plaie est devenue sainc, environ un mois avant que la
peau régénéréc commence a se pigmenter, le pourcentage d’éosino-
philes est redevenu normal et les macrophages ont disparu.

Jorpan et SeeipeL attribuent les modifications du sang qu’ils
ont constatées a la longue période d’estivation subie par les Protop-
téres, mais ils n’osent pas conclure d’une facon trés aflirmative
a cause du deuxiéeme facteur qui est intervenu dans de nombreux
cas : I'infection. les observations identiques que nous avons faites
sur un animal atteint d’infection et n’ayant pas subi d’estivation,
viendraient renforcer leur doute. Notons cependant que StEpmax
signale que certaines cellules, surtout a la fin de 'enkystemnent,
montrent des signes de dégénérescence, ceci dans le tissu lymphoide
du Protoptére.

Rappelons ici que la présence des éosinophiles dans le sang des
Poissons est extrémement variable, non seulement d’une cspéce a
l'autre, mais, dans la méme espéce, d'un individu & Pantre (Duranp)
Rawirz a remarqué I'absence d’éosinophiles chez les téléostéens
comestibles, tandis que Duraxp (1943, p. 26) observe chez Balistes
stellatus un pourcentage d’éosinophiles trés grand. Ce baliste ayant
une chair répntée comme toxique dans certaines régions, il en con-
clut que Déosinophilie pourrait traduire « une réaction d’auto-
défense de Porganisime en vue de neutraliser ces substances toxiques ».
Notons ici qu'une tribu africaine eonsomme la chair du Protoptere.

Drzewixa (1909) note que le nombre d’éosinophiles diminuerait
chez les individus gardés en aquarium. Elle a également constaté
(1906) une diminution et méme une disparition des éosinophiles des
Téléostéens marins avec la dessalure de I'cau.

Toutes ces observations montrent combien la question est com-
plexe. Dans le cas du Protoptére, la modification des éosinophiles
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est sans doute provoquée par différents facteurs. Pour élucider la
question que nous avons étudiée, 1l reste a réahiser Uenkystement
expérimental du Protopterus annectens aprés avoir étudié sa formule
sanguine et de réussir le retour a la vie active, ee que nous nous
proposons de faire. Il est probable d’ailleurs que les éosinophiles
ne seront pas les seuls éléments variables et que plusieurs facteurs
hématologiques seront modifiés.

Laboratoire des Péches Coloniales du Muséum.
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